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CONCENTRAT LIQUIDE DE BACTERIES ADAPTEES ET VLABLES POUR 

UN USAGE ALIMENTAIRE. 

S La prSsente invention conceme un concentrSt liquide de bacteries adaptSes et 

viables povir un usage alimentaire. De manidre pr6£§rentielle mais non limitative, les 
bactSries produites sont des bact^es lactiques. 

L'ingestion de certaines souches de bactSries, en particuUer celles qui 
appartiennent aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium sont particuli^ement 

10 b6n6fiques au niveau de la sant6, notamment en &vorisant un bon fonctionnement de 
la flore intestinale. En eflFet, ces bact&ies produisent des bact6riocanes et de Tacide 
lactique qui augmentent la digestibility des aliments, favorisent le p&istaltisme 
intestinal, et acc61drent T^vacuation des selles. De plus, ces bactSries produisent 
certaines vitamines du complexe B, et &vorisent en g&i6ral Tabsoiption des vitamines 

IS et min6raux, diminuent le cholest6rol sanguin, renforcent le systeme immunitaire et 
tapissent les muqueuses intestinales afin de proteger contre Tinyasion et les activit^s 
des microorganismes nuisibles. 

De ce fait, depuis plusieurs ann6es, les industries agrbalimentaires tentent 
d'incorporer de telles bactSries dans leurs produits finaux, le plus g^^ralement des 

20 yaourts. 

Actuellement, ces bact&ies sont utilis6es soxis une forme congel6e ou 
lyophilis6e. Cependant, ces processus de production sont traumatisants pour les 
bact6ries qui perdent une partie de leur activite et parfois leur viability. Cela est 
pr6judiciable pour les industriels producteurs et pour les consommatexffs de ces 

25 produits car les bact6ries doivent satisfaire aux exigences de quality et de performances 
technologiques, si possible pendant plusieurs mois. II serait done souhaitable d'utiliser 
des bact6ries produites par un proc6dj6 leur assurant une viability et une activity 
maximale. A cet effet, ime m6thode consiste k prodiaire les bact6ries sous une forme 
liquide. Cependant 11 a 6t6 mis en Evidence que cette m6thode g6n&:e 6galement une 

30 mortality importante des bactyries, aprte Tintroduction des bact^ries dans le produit 
final. 
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En outre^ pour diminuer les coflts de stockage des bact&ies et feciliter 
radjonction des bact6ries dans le produit final, il serait souhaitable de concentrer les 
bact6ries sous forme liquide. Pour cela, rhonune du metier utilise de maoidre 
habituelle une 6tape de centrifugation ou de filtration. Cependant, la centrifiigation est 
S un processus traumatisant pour les bact^ies qui peut entramer une forte mortalite 
cellulaire notamment due k un fort cisaillement et de plus, ce proc6d6 n'est pas bien 
adapts pour la centrifiigation de faibles volumes tels que ceux requis dans la 
production de bactSries destin6es k 6tre additionnSes en tant que probiotique k des 
produits alimentaires. Concemant ime ^pe de filtration classique, celle-ci pose 
10 6galement des probl£mes de mortality des bact^es et de colmatage des filtres par les 
bacteries. 

n serait done souhaitable de produiie un volume souhait6 de concentr&t liquide 
de bact6ries qui prSsentent vine activity et une viability maximale aprds Tdtape de 
concentration et apr^ ^introduction dans le produit final. 

15 De mani^ suiprenante et inattendue, les inventeurs ont montrS qu'une 6tape 

d'adaptation des bacteries permettait d'augmenter de mani^e significative I'activitS et 
la viability des bact^es aprds I'introduction dans le produit final. 

De plus, les . inventeurs ont montr6 qu'une Stape de filtration tangentielle, sous 
certaines conditions particuli^s (pression, concentration, porosit6 de membrane, etc), 

20 permettait de concentrer de gros volumes de culture de bactSries, tout en pr6servant 
leur viabilit6 et sans colmatage des filtres. 

La filtration tangentielle permet de produire deux courants en fonction de la 
nature et de la structure de la membrane : le perm6at (le milieu de culture sensiblement 
exempt de bactSries) et le r6tent§t (contenant les bacteries, appele aussi concentrat). 

25 Dans une filtration tangentielle, le fluide circule non pas perpendic^llairement mais 
parallSlement k la surfiice de la membrane et assure ainsi par sa vitesse d'6coulement 
un auto nettoyage qui pr6vient Taccumulation de d6p6ts qui obturent la surface de 
filtration (appel6 commun6ment colmatage des filtres). 

Un objet de la pr6sente invention est done un concentrfit de bact6ries caract6ris6 

30 en ce que le concentrat est liquide et en ce que les bacteries sont adapt6es, viables et k 
une concentration comprise entre 5.10^^ et 5.10^^ ufc/mj. 
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Par bacteries, on entend designer pr6£§rentiellement selon la pr6sente invention 
des bact6ries lactiques, du genre Lactobacillus spp.. Bifidobacterium spp.. 
Streptococcus spp, Lactococcus spp, et en particulier Lactobacillus casei, 
Lactobacillus plantanan, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus, 
5 Lactobacillus acidophilus. Bifidobacterium mimalis. Bifidobacterium breve. 
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis. 

Par bact6ries adapt^es, on entend designer, selon la pr6sente invention, des 
bact6ries plus r^sistantes k difF6rents stress, en particulier li6s h diff^rents stress 
physicochimiques. 

1 0 Par bact6ries adapt6es et viables, on entend designer, selon la pr6sente invention, 

des bact6ries dont le taux de survie aprds 28 jours dans un produit alimentaire, en 
particulier un produit laitier ou une boisson, est sup6rieur k 60% et avantageusement 
sup6rieur k 80%. 

La viability des bactSries est mesurSe par des techniques de numeration connue 
15 de rhomme du m6tier comme par exemple la munition en masse, la numeration en 
surface, les cellules de Malassez, le comptage direct, la turbidit6, la n6ph61ometrie, le 
comptage 61ectronique, la cytomdtrie en flux, la fluorescence, rimp6dim6trie, 
I'analyse d'images. 

Selon la prSsente invention, le concentr&t est caract^risS en ce que les bact^ries 
20 adaptSes pr^sentent au moins I'une des caract^ristiques suivantes quand elles sont 
ajout6es k un produit alimentaire : 

i) un taux de survie sup6rieur k 80% apres 14 jours dans un produit 
alimentaire k une temperature comprise entre 4®C et 45®C, ledit produit 
alimentaire ayant un pH compris entre 3 et 7 ou 
25 ii) m taux de sxarvie sup6rieur k 60% et avantageusement sup6rieur a 80% 

aprds 28 jours dans un produit alimentaire k une temperature comprise 
entre 4^C et 45°C, ledit produit alimentaire ayant un pH compris entre 3 
et7. 

Selon la pr6sente invention, le concentrSt est caracteris6 en ce que les bacteries 
30 prdsentent les deux caract6ristiques i) et ii). 

Selon la pr^sente invention, le concentr&t est caracteris6 en ce que le produit 
alimentaire est un produit laitier et/ou une boisson. 
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Selon la presente invention, les bact^ri^ du concentrat sent viables pendant une 
p&riode comprise entre 4 et 6 semaines. 

Selon la prSsente invention, le concentrit est caiact6ris6 en ce qu'il est 
susceptible d'etre obtenu par le proc&i6 comprenant les 6tapes successives de 
S propagation des bacteries dans im milieu de culture, d'adsptation des bact^ries, de 
lavage du milieu de culture contenant les bactSries adapt6es par microfiltradon 
tangentielle, et de concentration en bactmes du milieu lav6 par microfiltration 
tangentielle. 

Selon la presente invention, le milieu de culture de Pdtape de propagation est xin 
10 milieu synthStique. 

Par milieu syntti6tique, on entend designer selon la pr&ente invention xm 
milieu dans lequel sont introduits des composants soumis k un contrdle quantitatif et 
qualitatif rigoureux. 

Selon la presente invention, la solution utilis^e k V6tape de lavage est adapt6e k 
15 Tutilisation alimentaire du concentrat de bacteries et presente une pression osmotique 
compatible avec la viabilite des bacteries. 

Les inventeurs ont montr6 que T^tape d'adaptation des bacteries permet de 
r6duire la mortality de celles-ci, provoqu6e par le changement de milieu des bacteries 
entre leur milieu de culture et le produit alimentaire final a additiver. 
20 Selon la presente invention T adaptation des bacteries est mise en Evidence par 

la mesure de paramdtres du milieu de culture des bact&ies et/ou de parametres des 
bacteries. Selon la presente invention, les paramfetres du milieu de culture sont 
pr6f6rentiellement le pH, la pression osmotique et/ou la temp&ature. 

D'autres paramdtres du milieu de culture des bacteries pour la mise en Evidence 
25 de I'adaptation des bacteries sont possibles, comme par exemple la concentration en 
Sucre du milieu bact6rien. 

Pr6f6rentiellement, dans le cas ou le parametre du milieu de culture est le pH, 
r6tape d' adaptation est r6alis6e par diminution du pH par acidification naturelle. 

Afin d'eflfectuer l'6tape d'adaptation des bacteries au pH par acidification 
30 naturelle, on pent par exemple mesurer la concentration en sucre du milieu de 
fermentation et au-del& d*une concentration seuil pour chaque esp^ce de bact6ries, on 
sait que le pH n'est plus r6gul6 et Tadaptation au milieu devient tr^s ais6e. 



wo 2005/090551 



PCT/FR2005/000478 



Ainsi, par exemple, si la concentration ea sucre du milieu de fennentation de 
Lactobacillus casei est de 9 g^, le pH n'est plus r6gul^ et est environ 6gal & 5. II 
devient alors plus ais6 pour la souche adsptSe d'dtre ajout6e k un nouveau milieu et 
ceci pemiet une viabilit6 plus importante des bact6ries dans le milieu final. 
S En outre, selon la pr^sente invention, la filtration tangentielle pent 8tre utilis6e 

pour r^tape d' adaptation des bactdries. 

Selon la prSsente invention la ou les membranes de filtration tangentielle sont 
d'une porosit6 comprise entre 0.01 et 0,S|m et de mani^e pr6£§rentielle, entre 0.1 et 
0.3 ^im. 

10 Ces membranes sont utilis6es pour les 6tapes de lavage et de concentration du 

proc6d6 et ^v^tuellement T^tape d'adaptation des bact6ries. 
Les membranes de filtration sont Cdract6ris6es par: 

- la porosite et TSpaisseur de la coucfae filtrante dont depend le debit de penn6at 

- le diamdtre des pores et leur repartition dont depend refficadtS de separation. 
15 - le mat6riau employ^ dont d^end la resistance mteanique, chimique, thermique 

et la facility de nettoyage. 

Par membrane de filtration, on entend d6signer des membranes orgaoiques ou 
min^rales. 

Les membranes organiques peuvent et?e compos6es entre autre d'ac6tate de 
20 cellulose, de polyamides aromatiques, de polysulfone, d' esters de cellulose, de 
cellulose, de nitrate de cellulose, de PVC, ou de Polypropylene. 

Les membranes min^rales peuvent etre compos^es entre autre de ceramique 
fritt^e, de m^tal fiitt6, de carbone, ou de verre. 

Selon la pr6sente invention, le paramdtre des bact6ries est la taille des bact^ries. 
25 Pr6ferentiellement, dans le cas ou I'adaptation est mise en Evidence par la taille 

des bact^ries, la distribution des longueurs de chaque bact6rie dudit concentrat se situe 
majoritairement entre 0,1 et 10 micrometres, avantageusement entre 0,5 et 5 
micrometres. 

La mesure de la taille des bact^ries se fait par un moyen adapts. 
30 Un moyen adapts peut ^tre par exemple un pr6ievement r6gulier de bacteries suivi 
d*xme mesure de la taille des bacteries par cytom^trie de flux. 

Selon la presente invention, le pH du concentrfit est compris entre 3 et 6. 
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Selon la pr6sente invention, la tesnperature d'utilisation du concentrSt est 
comprise entre 25 et 45°C et pr6f6rentiellement entre 35 et 39°C. 

Par temperature d'utilisation, on entend designer selon la pr^sente invention la 
temperature du concentrat quand il est ajout6 k un produit alimentaire. 
5 Selon la pr6sente invention, le concentrat est conditionne dans des poches 

souples, hermetiques et st6riles. 

Par poches souples et hermetiques, on entend ddsigaer, selon la pr6sente 
invention et de manidre pr6ferentielle, des poches en plastique alimentaire. 

Selon la pr6sente invention, le concentrSt, conditionn6 en poches soiq>les 
10 hermetiques, peut Stre conserve k urie temperature comprise entre -50®C et 4®C aprds 
conditionnement. 

De manidre optionnelle, il est possible de rajouter au concentrSt liquide de 
bacteries adaptees et viables conditionne en poches souples et hermetiques, et conserve 
k des temperatures basses, des molecules cryoprotectrices telles que le saccharose par 
15 exemple. 

Selon la presente invention, le concentrfit, conditionne en poches souples et 
hermetiques, conserve k ime temperature comprise entre -50®C et 4®C, est r6chauffe 
jiisqu'S une temperature comprise entre 25®C et 45**C, avantageusement entre 35 et 
39*^C par un moyen adapte avant d'etre utilise. 
20 Par moyen adapte, on entend designer selon la pr6sente invention par exemple 

^utilisation d'un bain marie k une temperature non letale pour les bacteries, par 
exemple 37°C. 

Un objet de la presente invention est egalement Tutilisation du concentrat 
liquide de bacteries adaptees et viables, selon la presente invention en tant qu'additif 
25 alimentaire. 

Par additif alimentaire, on entend designer selon la pr6sente invention toute 
substance chimique ajoutee aux aliments durant leur preparation ou en vue de leur 
entreposage povir obtenir un effet technique desire. De plus, selon la presente 
invention, le concentrat liquide de bacteries possede une numeration stable, les 
30 bacteries etant viables et n'effectuant pas de fermentation dans le produit final 
additive. 
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Un objet de la presente invention est ^galement an produit alimmtaire additive, 
caract6iise en ce que I'additif alimentaire utilise est le concentrat liquide de bacteries 
adapt6es et viables selon la pr6sente invention. 

Selon la pr6sente invention, le produit alimentaire est un pioduit laitier et/ou line 
5 boisson. 

Par produit laitier on entend d6signer selon la pr6sente invention, en plus du lait, 
les produits d^riv^ du lait, tels la crdme, la crdme glac6e, le beurre, le fromage, le 
yaourt; les produits secondaires, conune le lactos6nim, la cas^e ainsi que divers 
aliments pr6par6s contenant conune ingredient principal du lait ou des constituants du 
10 lait. 

Par boisson on entend designer selon la presente invention des boissons comme 
par exemple les jus de fruits, les m61anges de lait et de jus de fruits, les jus v6g6taux 
tels que par exemple le jus de soja, le jus d'avoine ou le jus de riz, les boissons 
alcoolis6es comme par exemple le k6fir, les sodas, et les eaux de source ou min6rales 

1 5 additionnees ou non de Sucre ou d'arSmes par exemple. 

Un objet de la presente invention est 6galement xm proc6d6 de fabrication d'un 
produit alimentaire additiv6 selon la presente invention, caract6rise en ce que le 
concentr&t liquide de bacteries adapt6es et viables est additionne au produit alimentaire 
en fin de ligne de production et prSf(§rentiellement avant le conditionnement du produit 

20 alimentaire. 

Selon la pr6sente invention, le proc6d6 de febrication d*un produit alimentaire 
additiv6 est caractSris^ en ce que le concentr&t liquide de bact6ries adapt6es et viables 
est additionn6 au produit alimentaire en ligne par pompage. 

25 La presente invention sera mieux comprise k Taide du compl^ent de 

description qui va suivre, qui se ref^ k des exemples de mesure de la viability et de 
I'adaptation des bacteries du concentrat liquide selon la presente invention. 

n va de soi, toutefois que ces exemples ne sont donn6s qu'& titre d'illustration de 
Tobjet de I'invention, dont ils ne saviraient constituer en aucune manidre une 

30 limitation. 

L^gende des figures : 
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Figure 1 : Suivi de la viability de souches de lactobacillus casei adapt6es et non 
adaptSes dans un produit alimentaire de type yaourt sur une p6riode de 
28 jours. 

5 

Figure 2a : Histogramme de distribution de taille de souches de Lactobacillus 
casei adapt6es et non adapt^es avant d'etre soumises aim stress acide. 

Figure 2b : Histogramme de distribution de taille de souches de Lactobacillus 
10 casei adapt6es et non adaptees aprds 6tre soumises a un stress adde 

Figure 3 : Courbes montrant 1' adaptation de Lactobacillus casei par rapport k la 
temp6rature du milieu de culture (37**C et 39°C). La permittivit6 relative 
8r (quantit6 adimensionnelle 6gale k la permittivity 8, exprim^e en 
1 5 pF/cm, divis6e par la permittivity du vide 8o) est exprimSe en fonction 

de Page des bactyries (en heures) 

Figure 4 : Courbes montrant I'adaptation de Lactobacillus casei en fonction de la 
pression osmotique (concentration en glucose de 20, 40 et 80 g/L, 
20 respectivement en gris clair, gris fonc6 et noir). La permittivity 8, 

exprim6e en pF/cm, est exprim6e en fonction de la Densite Optique 
(DO). 



25 



EXEMPLES 



* Exemple 1 : Cons6quences de P adaptation de souches de£. casei sur leur viability. 



On souliaite yvaluer les consyquences d'une ytq)e d'adaptation de souches de 
Lactobacillus casei au niveau de leur viability. 
30 Pour cela, on prypare un lot de bactyries tymoin de Lactobacillus casei qui sont 

mises en culture dans un milieu MRS (milieu special permettant la croissance des 
lactobacilles, mis au point par Man, de Rogosa et Shaipe). 
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En paralldle k ce lot temoin, on prepare un lot de b2K:t6ries Lactobacillus caseU 
qui apr^ la mise en culture dans un milieu MRS sont adapt6es par une etape 
d'acidification naturelle. 

Pour cela, apr^ 17 heures de culture, une diminution du pH est r6alis6e par 
5 acidification naturelle sur une heure pour passer de pH 6,5 k pH S. 

Ensuite, les deux lots de bactMes sont lav6s et concentres en bact^es par 
microfiltration tangentielle. 

Ces deux concentr&ts de bact^ries sont introduits sSpar^ent dans une masse de yaourt 
i pH 5.5 et k une temperature de 10®C. 

10 On mesure la quantity de bactSries vivantes kJ-^\ dans les deux lots de yaourt. 

On preidve ensuite tous les jours un 6chantillon des deux lots de yaourt 
additionne respectivement du concentr&t bacterien temoin et du concentr&t de bactSries 
adapt6es, et on quantifie le nombre de souches survivantes par rapport au nombre de 
souches vivantes k J+1. Pour cela, on effectue une numeration en masse. 

15 Pour chacune des mesures de viability durant la p^riode de conservation du 

produit fini, ce dernier est bien homog^ndise avant le preidvement. Un pr61dvement 
sterile de 1 ml de produit est r6alis6. Une dilution seriee de 10 en 10 est effectu^e. Les 
differentes dilutions du produit sont plac^es dans une boite de Petri et un milieu g61os6 
liquide (puisque pr6alablement chauff6 k 50®C) est coul6 sur ces fractions du produit. 

20 On choisira le milieu k couler en fonction de la nature des bact6ries que Ton souhaite 
compter. Le milieu gelosS durcit. Les boites de Petri sont alors plac^es en incubation 
peadant quelques jours (2-5j) k 37^C. Les rSsultats sont illustres par la figure 1. 

On observe qu'au bout de 7 jours, le nombre de bact6ries survivantes dans le lot 
25 des bactSries temoin est de 80% et dans le lot de bact6ries adaptees de 105% (il y a eu 
une legdre croissance bact&ienne). 

Au bout de 14 jours, le nombre de bact6ries survivantes dans le lot des bact^ries 
t6moin est de 58% et dans le lot de bact6ries adaptees de 110% (il y a eu une l^g^re 
croissance bact6rienne). 
30 Au bout de 28 jours, le nombre de bacteries survivantes dans le lot des bact&ies 

temoin est de 42% et dans le lot de bacteries adaptees de 110% (il y a eu une 16g6re 
croissance bact^rienne). 



wo 2005/090551 



PCT/FR2005/000478 



10 

En conclusion, T^tape d'adaptation des bacteries induit une diminution de la 
mortality des bact6ries de I'ordre de 60 % par rapport k un lot t6moin de bact&ies non 
adaptSes, apr&s 28 jours dans un yaoiirt. 

Exemnle 2 : Evolution de la taille de bacteries adapt6es et de bacteries non adapt6es 
soumises a un stress acide. 

On souhaite suivre revolution de la taille de bacteries ad£^t6es et de bact^es 
non adapt^es soumises k un stress adde. 

Pour cela, on prepare un lot de bactdries t6moin de Lactobacillus casei qui sont 
mises en culture dans un milieu MRS (milieu special permettant la croissance des 
lactobacilles, mis au point par Man, de Rogosa et Shaipe). 

En paralldle k ce lot t^moin, on prepare un lot de bact^es Lactobacillus casei, 
qui aprte la mise en culture dans un milieu MRS sont adapt^es par une etape 
d*acidification naturelle. 

Pour cela, aprSs 17 heures de culture, une descente du pH est r6alis6e par 
acidification naturelle sur ime heure pour passer de pH 6,5 k pH S. 

Ensuite, les deux lots de bacteries sont lav^s et concentres en bacteries par 
microfiltration tangentielle. 

On effectue ensuite im prSldvement de bact&ies et Ton mesure leur taille par 
cytometric de flux. On etablit ainsi un histogramme de distribution de taille des 
bacteries adapt6es et non adaptees (lot temoin) (figure 2a). On observe que la 
distribution de taille des bacteries des deux lots est trfes similaire, 

Ensuite, les deux lots de bacteries sont soumis k un stress acide par ajout des 
bacteries k un milieu ayant un pH de 3. 

On effectue ensuite un preievement de bacteries et Ton mesure leur taille par 
cytometric de flux. On etablit ainsi un histogramme de distribution de taille des 
bacteries adaptees et non adaptees apres im stress acide (figure 2b). On observe que la 
distribution de taille des bacteries des deux lots est trSs differente. Dans le lot de 
bacteries adaptees, la taille de firequence la plus importante est de 3,2 jim (firequence 
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de 0.016). Dans le lot de bacteries non adapttes, la taille de fi:6quence la plus 
importante est de S.45 |xm (frequence de 0.012). 

En conclusion, l'6tape d'adaptation des bact^es induit une diminution de la 
taille des bact&ies de I'ordre de 60% lorsque celles->ci sont soumises i un stress adde, 
S par rapport k des bact6ries non adapt6es. II est done possible de mettre en Evidence 
Tadaptation des bact6ries par la mesure de leur taille. 

* Exemple 3 : Mise en Evidence de 1' adaptation des bacteries par la mesure de 
rinfluence du paramdtre « temp6rature » du milieu de culture 

10 

On souhaite mettre en evidence Tadaptation des bacteries en mesurant 
rinfluence du parametre du milieu de culture qu'est la temp6ratiire. 

Pour cela, on prepare deux lots de bacteries de Lactobacilltds casei k portir d'un 
meme inoculum. Ces deux lots sont mis en culture dans deux milieux MRS (milieu 
IS sp6cial pemiettant la croissance des Lactobacilles, nus au point par Man, de Rogosa et 
Sharpe). 

Une sonde de biomasse permettant de mesurer la permittivity relative 8r est 
utilis6e. Les sondes utilisables ^ cette fin sont connues de rhomme du m6tier (voir 
notamment FR2835921). La permittivity relative Sr est une quantity adimensionnelle 
20 egale a la permittivity e (exprim^e en pF/cm) divis6e par la permittivity du vide 6o (eo = 
8,854187. 10'^ pF/ctti). L'^volution de la permittivity relative est mesurye au cours du 
temps. La permittivity relative sera fonction du nombre de cellules vivantes et de la 
taille de ces cellules. 

Les deux miliexix de culture rigoureusement identiques et comportant la mSme 
25 quantity de bactyries sont cultivys Tun k 3TC et Pautre k 39**C. 

La quantity de souches augmente au cours du temps, ce qui est normal. 
Les inventeurs ont pu vyrifier que le nombre de cellules total n'ytait pas diffyrent 
dans les deux miliexix de culture. Une technique classique de mesure de density 
optique (du type spectrometre d'absorbance) peut §tre utilisye a cette fin ou \Asa une 
30 sonde optique Wedgewood (syst^me mesurant dans le proche infi*arouge la density 
optique de suspensions microbieimes). L'absorbance du milieu mesurye par un 
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spectromdtre sera fbnction de la quantity de cellule tctale dans le milieu, 
techniques de d6nombrement sur boite peuvent aussi etre utilis6es. 

Grace k la sonde de biomasse utilisee, 11 a pu etre mis en Evidence que les 
bact^es changeaient de forme et de taille, done s'adaptaient en fonction de la 
5 temperature du milieu de culture. La Figure 3 illustre cette observation. 

* Exemple 4 : Mise en 6vidence de I'adaptation des bact^ries par la mesure de 
rinfluence des param^tres « temperature » et « pH » du milieu de culture. 

10 On souhaite mettre en Evidence I'adaptation des bacteries en mesurant 

rinfluence de deux paramdtres du milieu de culture pris conjointement que sont la 
temperature et le pH. 

Pour cela, on prepare trois lots de bacteries de Lactobacillus casei k partir d'un 
m6me inoculum. 

15 On cultivera les trois milieux de culture k trois temperatures dififerentes (35, 37 et 

39''C) tout en soumettant k chaque fois les bacteries k un stress adde en abaissant le 

pH du milieu ^ xmpH de 3. 

Le changement de taille des cellules traduira leiir adaptation aux conditions du 

milieu. Cette taille sera mesuree par microscopie. 
20 Dans le Tableau 1, les resultats obtenus montrent bien que les bacteries 

s'adaptent en fonction des parametres du milieu que sont la temperature et le pH 

puisque ces bacteries changent de taille. 

Tableau 1 : Influence de la temperature et du pH sur la taille des bacteries 
25 (exprimes en ^m) 



Temperature 

CQ 


Taille moyenne 
des bacteries 
pendant la 
pr^ciilture 


Taille moyenne des 

bacteries avant 
changement de pH 


Taille moyenne des 

bacteries apris 
changement de pH 


35 


3 


• 3 


2 


37 


4 


5 


4 


39 


3 


7 


5 



wo 2005/090551 



PCT/FR2005/000478 



13 

* Exemple S : Mis6 ea Svidence de T adaptation des bactdrics par la mesisre de 
rinfluence du paiaindtre «pression osmotique » du milieu de culture. 

On souhaite mettre en Evidence Tadaptation des bact6ries en mesurant 
5 rinfluence du paiamdtre du milieu de culture qu'est la pression osmotique. 

Pour cela, on prepare trois lots de bact^es de Lactobacillus casei k partir d'un 
mdme inoculum. Ces lots sont xnis en culture dans im milieu MRS (milieu special 
pennettant la croissance des Lactobacilles^ mis au point par Man, de Rogosa et 
Sharpe). 

10 Les trois milieux de culture comportant la mSme quantity de bactSries 

contiendront respectivement des quantit6s de 20, 40 et 80 g de glucose par litre de 
milieu de culture. Plus la concentration en glucose du milieu est SlevSe, plus la 
pression osmotique de ce milieu est 61ev6e. 

Une sonde pennettant de mesurer la permittivity relative est utilis^e. Les sondes 

15 utilisables k cette jfin sont connues de Thomme du metier (FR2835921). L' evolution de 
cette permittivity relative au couxs du temps est mesur6e. La permittivity g (exprim6e 
en pF/cm) est calcuiye en multipliant la permittivity relative mesurye par la 
permittivity du vide eo (eo = 8,854187. 10'^ pF/cm). 

Une technique classique de mesure de density optique (du type spectromytre 

20 d'absorbance), ou bien une soade optique Wedgewood (systdme mesurant dans le 
proche inJOra-rouge la density optique de suspensions microbiennes), est utilisye pour 
mesurer ryvolution de la density optique du milieu au cours du temps. La valeur de 
Density Optique (DO) obtenue sera fonction du nombre de cellules total dans le milieu. 
En exprimant la permittivity en fonction de la DO, la courbe resultante (Figure 4) 

25 permet de mettre en yvidence I'Svolution de la viability (exprimye par la mesure de la 
permittivity) et de la taille des cellules en fonction de la pression osmotique du milieu. 
Les rysultats montrent que les bactyries changent de taille. En efifet, dans le cas oil il 
n*y aurait pas ce changement de taille des cellules, les rysultats observys sur la Figure 
4 seraient des droites rectilignes. Dans le cas prysent, on peut observer des courbes 

30 (corryiation non linyaire). 

Les bactyries s'adaptent done en fonction de la pression osmotique du milieu de 
culture. 
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Revendications 

1. ConoentrSt de bact6ries caract6ris6 en ce que le concentr&t est liquide et en ce que 
les bactSries sont adapt6es, viables et k une concentration comprise entre 5.10^^ et 

S 5.10^^ ufc/ml, lesdites bact^ries adapt6es 6tant plus r^sistantes k difif&rents stress, en 
particulier li6s a diff6rents stress physicochimiques 

2. Ck)ncentr&t selon la revendication 1 caract&is^ en ce que les bact^ries sont des 
bact^ries lactiques, en particulier des bacteries du genre Lactobacillus spp.^ 

10 Bifidobacterium spp. Streptococcus spp. et Lactococcus spp. 

3. ConcentrSt selon I'une quelconque des revendications pr6c6dentes caract6ris6 en ce 
que les bact6ries adapt6es pr6sentent au moins Tune des caractSristiques suivantes 
quand elles sont ajout6es k un produit alimentaire : 

15 i) un taux de survie sup6rieur k 80% aprds 14 jours dans un produit 

alimentaire k une temperature comprise entre 4°C et 45^C, ledit 
produit alimentaire ayant un pH compris entre 3 et 7 ou 
ii) un taux de survie supdrieur k 60% et avantageusement sup&ieur k 
80% apr^s 28 jours dans vn produit alimentaire k une temp6rature 

20 comprise entre 4**C et 45°C, ledit produit alimentaire ayant un pH 

compris entre 3 et 7. 

4. Concentr&t selon la revendication 3 caract6ris6 en ce que les bact^es pr^entent 
les deux caract6ristiques i) et ii). 

25 

5. Concentrat selon Tune quelconque des revendications 3^4 caracteris6 en ce que le 
produit alimentaire est im produit laitier et/ou une boisson. 

6. Concentrat selon Tune quelconque des revendications pr^c^dentes caracteris6 en ce 
30 que les bacteries sont viables pendant une p6riode comprise entre 4 et 6 senaaines. 
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7. Concentrat selon Tune qudconque des revendications pr6c6deiites caract6ris6 en ce 
qu'il est susceptible d'Stre obtenu par le proc6d6 comprenant les Stapes successives 
de propagation des bact6ries dans un milieu de culture, d' adaptation des bact6ries, 
de lavage du milieu de culture contenant les bact^ries adaptdes par microfiltration 

5 tangentielle, et de concentration en bact6ries du milieu lav6 par microfiltration 

tangentielle. 

8. Concentr£t selon Tune qudconque des revendications pr^c^dentes caract6ris6 en ce 
que I'adaptation des bact6ries est mise en evidence par la mesure de parametres du 

1 0 milieu de culture des bactdries et/ou de paramdtres des bact^iies. 

9. Concentrit selon la revendication 8, caracteris6 en ce que les parametres du milieu 
de culture sont le pH, la pression osmotique, et/ou la temperature. 

IS 10. Concentrat selon la revendication 9 caract^rise en ce que le param^tre du milieu de 
culture est le pH et que I'^tape d' adaptation est realis6e par diminution du pH par 
acidification naturelle. 

11. Concentrat selon les revendications 1 a 10 caractSrise en ce que les bact^ries sont 
20 adapt6es par un pioc6d6 de microfiltration tangentielle. 

12. Concentrat selon Tune quelconque des revendications 8 & 11, caract^rise en ce que 
le param&tre des bact^ries est la taille des bact6ries. 

25 13. Concentrat selon la revmdication 12 caract6ris6 en ce que la distribution des 
longueurs de chaque bactdrie dudit concentrat se situe majoritairement entre 0,1 et 
10 micrometres, avantageusement entre 0,5 et 5 micrometres. 

14. Concentrat selon Pune quelconque des revendications pr^cedentes caracterise en ce 
30 que son pH est compris entre .3 et 6. 
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15. CoxicentrSt selon Tune quelconque des revendications 1 4 14 caract6ris6 en ce qu'il 
est COI1SCTV6 4 une ten5)6ratvire comprise entre -SO^'C k +4°C apr6s 
conditionnement. 

S 16. Concentr&t selon la revendication IS caract^s6 en ce qu'il est r^chauffS jusqu'i 
une temperature comprise entre 25 et 45°C, avantageusement entre 35 et 39°C par 
un moyen adapt6 avant d'Stre utilise. 

17. Utilisation du concentr&t selon Tune quelconque des revendications 1 4 16 en tant 
1 0 qu' additif alimentaire. 

18. Utilisation du concentr&t selon Tune quelconque des revendications 1 a 16, a une 
temp6rature comprise entre 25 et 45*^C, avantageusement entre 35 et 39®C. 

15 19. Recipient sous la forme de poches souples, herm^tiques et st6riles comprenant le 
concentrSt selon Tune quelcpnque des revendications 1 a 16. 

20. Produit alimentaire additiv6, caract6ris6 en ce que 1' additif alimentaire utilis6 est 
un concentrat liquide de bactfries adapt6es et viables selon Tune quelconque des 

20 revendications 1 & 16. 

21. Prodmt alimentaire additiv6 selon la revendication 20, caract^ris^ en ce qu'il s*agit 
d'un produit laitier et/ou d'une boisson. 

25 22. Proc6d6 de fabrication d'un produit alimentaire additiv6 selon Time quelconque 
des revendications 20 k 21, caract6ris6 en ce que le concentrat liquide de bact6ries 
adapt^es et viables est additionii6 au produit alimentaire en fin de ligne de 
production et avantageusement avant le conditioimement du produit alimentaire. 

30 23. Pn)c6d6 de fabrication d'un produit alimentaire additiv6 selon la revendication 22, 
caract6ris6 en ce que le concentrat liquide de bact^ries adaptdes et viables est 
additioim^ au produit alimentaire en ligne par pompage. 
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